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摘 　要 　文昌鱼在进化和发育生物学中有重要科学研究价值 , 然而由于文昌鱼实验室繁殖受产卵季节等因素的
限制 , 以其胚胎为材料的研究工作受到局限 , 胚胎冷冻保存是解决这一问题的有效途径之一。本文首次对文昌
鱼 ( Branchiostoma japonicum) 胚胎的程序化冷冻保存进行了研究 , 通过筛选合适的程序化抗冻液、适宜的胚胎发
育阶段 , 以及比较不同平衡处理时间、植冰温度、保存温度和洗脱时间对文昌鱼胚胎冷冻保存的影响。结果表
明 : 几种抗冻液中 , A2 的效果较好 , 对胚胎的毒性小 ; 原肠中期胚胎较其它时期对抗冻液的耐受力更强 , 适宜
进行冷冻保存 ; 胚胎在抗冻液中的最佳平衡处理时间为 40 - 50 min ; 冷冻降温时 , 适宜的植冰温度为 - 710 ℃-
- 1010 ℃; 植冰后进行程序化冷冻 , 目前能稳定得到存活胚胎的最低保存温度为 - 15 ℃; 此外 , 不同的洗脱时间
对胚胎的存活率无显著影响。根据优化后的条件 , 对文昌鱼胚胎进行程序化冷冻保存 ( - 196 ℃) 实验 , 获得 1
粒存活的胚胎 , 并孵化出膜 , 发育至两鳃裂时期 , 幼鱼共存活了 8 d , 但形态畸形。结果提示文昌鱼胚胎冷冻保
存的可行性 , 但需要进一步优化包括抗冻液在内的各种条件 , 以提高存活率 [动物学报 53 (3) : 524 - 530 ,
2007 ]。
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Abstract 　In the present study , we investigated the possibility of cryopreservation of amphioxus Branchiostoma japonicum
embryos. We found that programmed freezing solution A1 was good for the cryopreservation of amphioxus embryos. The test of
toxicity tolerance of embryos at various developmental stages towards the solution A1 showed that embryos at the metaphase of
gastrulation were more tolerant of the cryoprotectant solution than embryos at other stages. The optimal equilibration time of
embryos treated with A1 was 40 - 50 min. We also compared the effects of seeding temperature , cryopreservation temperature and
elution time during the process. The survival rates after seeding at - 7 ℃and - 10 ℃were 46 % and 42 % respectively , but no
embryo survived after seeding at - 12 ℃. Some embryos could survive preserved at - 15 ℃, but all embryos perished at lower
temperatures. When elution time varied , the survival rate of amphioxus embryos did not vary significantly. Similar to fish , the
membrane permeability of amphioxus embryos to water and cryoprotectants is low , which is probably a major obstacle to successful
cryopreservation , and causes lethal intracellular ice formation. We used A1 as a programmed freezing solution to cryopreserve
different embryonic stages , and stored them in liquid nitrogen ( - 196 ℃) . Of those embryos , one was successfully recovered and
developed to the two2gill2slit stage. Eventually , it died due to morphological abnormality after surviving for eight days. These
results indicate the possibility of cryopreservation methods for amphioxus embryos [ Acta Zoologica Sinica 53 (3) : 524 - 530 ,
2007 ] .





理想材料 (张士璀等 , 2001) , 在进化发育生物学
和比较基因组学等领域有重要的科研价值 ( Holland
et al . , 2004) , 是发展成为新型模式动物的理想候
选物种。
自然条件下 , 文昌鱼通常在每年的夏季集中产









径之一 ; 此外 , 通过建立胚胎库 , 还可以用运送冷
冻胚胎的方法取代活体运输 , 为不同地区实验室间
的样品交流提供便利。
自从 Whittingham et al . (1972) 最早报道成功
冷冻保存小鼠胚胎以来 , 胚胎的冷冻保存先后在多
种哺乳动物中获得成功。但在水生动物中 , 除少数
几种无脊椎动物 ( Chao et al . , 1997 ; Lin et al . ,
1999) 外 , 胚胎冻存还没有取得真正的成功
(Tiersch , 2001) , 至于文昌鱼胚胎的冷冻保存 , 目
前还未见任何报道。
本文以日本文昌鱼 ( Branchiostoma japonicum )








鱼 , 取受精卵置过滤海水中室温培养 , 其间取桑椹
胚期、囊胚期、原肠胚期 (分为早、中、晚期) 、
神经胚期和出膜前期的胚胎用于实验。
主要试剂有 : 基础液 BS2 (赵燕等 , 2005)
[NaCl 01423 molΠL , KCl 01012 molΠL , CaCl2 ·2H2O
0101 molΠL , MgCl2 ·6H2O 01024 molΠL , NaHCO3
01002 molΠL (pH 7163 , 盐度 32109 ‰) ] ; 稀释液
(用 BS2 液配置的 0125 molΠL 的蔗糖溶液) ; 3 种程
序化抗冻液 [ (1) A2 (于过才等 , 2004) : 15 %
DMSO (二甲基亚砜) , 75 %稀释液 ; (2) H2 (于过
才等 , 2004) : 9 % PG (1 , 22丙二酮) , 6 % MeOH
(甲醇) , 75 %稀释液 ; (3) PD : 10 % PG, 5 %
DMSO , 75 %稀释液 ] ; 洗脱液 (灭菌海水配制的
0125 molΠL 的蔗糖溶液) 。
主要仪器为澳大利亚 CryoLogic 公司产程序化
降温仪 (CL28800 System) 。
112 　抗冻液的筛选
为比较不同抗冻液的效果 , 分别将上述 3 种抗
冻液用 BS2 稀释成 50 %的低浓度 , 再与各自的原
液组成 2 个浓度的梯度。4 ℃下 , 将文昌鱼原肠期
胚胎先用各抗冻液的 50 %低浓度平衡处理 30 min ,
再将其转到相应的 100 %原液中平衡 20 min (两步
法) 。处理后的胚胎不经冷冻 , 直接用洗脱液室温
洗脱 10 min , 移入过滤海水中培养至孵化出膜 , 统
计各组胚胎的存活率 , 实验重复 3 次。
113 　适宜胚胎发育阶段和平衡处理时间的筛选
在筛选最佳发育阶段的胚胎时 , 用选出的抗冻
液 A2 在 4 ℃下两步法平衡处理各发育阶段的文昌
鱼胚胎 (包括桑椹胚、囊胚、原肠胚期、神经胚和
出膜前期胚胎) 后 , 不经冷冻 , 洗脱液室温洗脱
10 min , 然后转移到过滤海水中培养至孵化出膜 ,
统计存活率 , 实验重复 3 次。
为确定胚胎在抗冻液中的最佳平衡时间 , 将原
肠中期的胚胎分为 9 组 , 每组 50 - 60 粒胚胎 , 各
组在抗冻液 A2 中分别平衡处理 10 min - 90 min 不




4 ℃下用抗冻液 A2 两步法处理原肠中期胚胎共 50
min 后 , 分别用于植冰温度、保存温度和洗脱时间
3 个环节的筛选。
最佳植冰温度 : 取平衡后的胚胎 , 从初温
16 ℃以 210 ℃Πmin 的 速 率 分 别 降 至 - 710 ℃、
- 1010 ℃和 - 1210 ℃, 各自在上述温度保温 5 min、
植冰 5 min、平衡 10 min 后取出 , 28 ℃水浴解冻 10
- 15 s , 室温洗脱 10 min , 移至过滤海水中培养 ,
统计存活率。
保存温度 : 将胚胎降温至 - 710 ℃后 , 分别进
行不同处理 : - 710 ℃不植冰直接取出洗脱 ;
5253 期 孙 　毅等 : 文昌鱼胚胎的程序化冷冻保存
　　
- 710 ℃植冰 , 然后平衡 10 min 后取出解冻洗脱 ;
- 710 ℃植冰后 , 分别降温至 - 10 ℃、 - 12 ℃、
- 15 ℃、 - 20 ℃、 - 25 ℃、 - 35 ℃和 - 196 ℃ (液
氮中保存) , 各自在上述温度平衡 10 min , 取出解
冻洗脱。洗脱后的各组胚胎均移至过滤海水中培
养 , 统计存活率 , 实验重复 3 次。
最佳洗脱时间 : 将胚胎分为 6 组 , 直接用洗脱
液洗脱 , 时间分别为 5 min、10 min、15 min、20
min、25 min 和 30 min , 然后海水培养并统计存活
率 , 实验重复 3 次。
图 2 　各时期胚胎平衡后的存活率
不同字母表示差异显著 , One2Way ANOVA , LSD test , P < 0105。
Fig12 　The survival rate of embryos in different stages after equilibration
Different letters indicate significant difference , One2Way ANOVA , LSD test , P < 0105.
115 　胚胎程序化冷冻保存实验
依据上述各环节筛选出的结果 , 4 ℃下用抗冻
液 A2 处理不同时期的文昌鱼胚胎 , 然后装入麦管
冷冻 , 每管胚胎 10 - 20 粒。降温程序如下 : 以
210 ℃Πmin 的降温速度 , 从初温 16 ℃降至 - 710 ℃,
保温 5 min、植冰 5 min 后 , 再以 115 ℃Πmin 降至
- 35 ℃, 平衡 10 min 后快速投入液氮中保存。30
min 后从液氮中取出 , 水浴解冻 , 经 100 %洗脱液
洗脱 5 min , 50 %洗脱液洗脱 5 min , 然后转入过滤
海水中培养 , 统计存活率 , 实验重复 5 次。
116 　数据处理
实验数据利用 SAS 812 统计软件进行单因素方
差分析 , 对不同数据组之间的结果进行 SNKΠT 多
重比较 (在α= 0105 的显著性水平下) 。
2 　结　果
211 　适宜的抗冻液
经 3 种程序化抗冻液平衡处理的原肠期胚胎 ,
洗脱后有部分可以存活 (图 1) 。其中抗冻液 A2 处
图 1 　3 种程序化抗冻液处理后的胚胎存活率
不同字母表示差异显著 , One2Way ANOVA , LSD test , P <
010001。
Fig11 　The survival rate of embryos exposed to three
cryoprotectant solutions
Different letters indicate significant difference , One2Way ANOVA , LSD
test , P < 010001.
　
理后的胚胎存活率较高 , 且发育状况较好 ;抗冻液
H2 则使所有试验胚胎致死 ; 抗冻液 PD 处理后虽有
存活 , 但存活率相对较低。方差检验结果显示 , 三
组抗冻液处理后的胚胎存活率之间有显著差异 ( F
= 71191 , df = 2 , P < 010001) , 抗冻液 A2 显著优于
625 动 　　物 　　学 　　报 53 卷 　
　　




时期胚胎 , 处理后的各时期胚胎存活率见图 2。平
衡处理后 , 原肠中期的胚胎发育状况最好 , 存活胚
胎均可正常出膜 , 幼鱼形态无明显畸形 ; 其它各时
期则有不同数量的存活胚胎发育畸形 , 或无法正常
出膜。方差分析结果表明 , 不同发育时期的文昌鱼
胚胎对抗冻液的耐受性明显不同 ( F = 8197 , df =
6 , P = 010004 < 0105) , 原肠胚中期胚胎显著优于
其它 6 个时期的胚胎 , 较适合进行冷冻保存。
213 　适宜的平衡处理时间
在抗冻液 A2 中平衡处理 10 min - 90 min 后 ,
胚胎存活率见图 3。胚胎在 A2 中随着平衡时间的
延长 , 存活率逐渐降低 , 在平衡时间超过 50 min
后 , 存活率下降明显。考虑到平衡充分和冷冻前的
较高存活率两个因素 , 文昌鱼胚胎在抗冻液 A2 中
的较适平衡时间为 40 - 50 min。
214 　冷冻和解冻环节的影响
在植冰温度的实验中 , - 710 ℃、 - 1010 ℃和
- 1210 ℃植冰的 3 组胚胎存活率分别为 4610 %、
4210 %和 0。存活胚胎的形态有一定程度的畸形。
不同保存温度下的胚胎存活率见表 1。植冰
后 , 降温至 - 1510 ℃仍可保持一定比例的胚胎存
活 , 但有较严重畸形 , 而在 - 1510 ℃以下的温度中
保存后 , 未获得存活胚胎。
经洗脱液分别洗脱 5 - 30 min 后 , 胚胎存活率
见图 4。存活率与洗脱时间长短之间没有明显的相
关性 , 方差分析结果也显示 , 不同洗脱时间的存活
率之间无显著差异 ( F = 0104 , df = 5 , P = 019985
> 0105) 。因此 , 洗脱时间对文昌鱼胚胎存活率的
影响不大。
图 3 　不同平衡时间处理后的胚胎存活率




用 One2Way ANOVA 统计分析 , 差异不显著 , P > 0105。
Fig14 　The survival rate of embryos in different elution
time
No significant difference at the 0105 level , One2Way ANOVA , P >
0105.
　
表 1 　不同保存温度的胚胎存活率 ( %)




- 7 ℃ (未植冰)
- 7 ℃ (No2seeding)
- 7 ℃ (植冰)
- 7 ℃ (Seeding)




1 1313 617 617 313 0 0 0 0 0
2 3610 2410 1010 610 210 0 0 0 0
3 5610 3610 2810 2910 1210 0 0 0 0
215 　程序化冷冻保存实验结果
在以上各步实验条件的优化基础上 , 每次共用
约 150 - 200 粒胚胎进行程序化冷冻保存实验 , 经
液氮保存数小时后 , 取出解冻、洗脱、培养。仅有
一次实验取得成功 , 获得一粒存活胚胎 , 并孵化出
膜 , 幼鱼在盛有过滤海水的烧杯中共存活 8 d , 发
育至两个鳃裂 , 体长 016 mm , 但形态畸形严重
(图 5) 。
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图 5 　液氮冻存后存活并发育的幼鱼










A2 , 其平衡处理后的胚胎 (不经冷冻 , 直接洗脱)
存活率最高可达 8113 % , 取得了一定的效果。但
重复实验也表明 , 该抗冻液处理后的胚胎存活比例




简单 , 操作容易 , 被认为具有很大的应用潜力 (陈
松林 , 2002) , 但也存在所使用的冷冻保护剂浓度
高 , 对细胞的化学毒性大等缺点。本研究也曾选取
在牙鲆等海水鱼类中已证实效果较为理想的 3 种玻
璃化抗冻液 PMDD (赵燕等 , 2005) 、VSD2 (田永









囊胚) 进行冷冻保存 (何万红等 , 2002) , 而鱼类
胚胎冷冻保存采用心跳期胚胎较多 ( Zhang and
Rawson , 1995) , 但也有学者认为用尾芽期及胚孔封
闭期胚胎较好 (Robertson and Lawrence , 1988 ; 章龙






冻液中的平衡处理 , 是为了使细胞脱水 , 防止冷冻
过程中胞内冰晶的形成 , 减少冰晶损伤。平衡时间
过短会导致胚胎脱水不充分 , 不能有效防止胞内冰
晶的形成 ; 而平衡时间过长 , 胚胎受到抗冻液的毒
害过大 , 且平衡时间过长还会造成细胞过度脱水 ,




度抗冻液 A2 中平衡处理 40 - 50 min 效果最佳。
313 　植冰温度和洗脱时间
在冷冻过程中 , 溶液温度降到冰点以下而不结
冰 , 会使溶液处于过冷状态 , 若温度进一步下降到
一定程度时 , 溶液会突然结晶而对胚胎造成机械损
伤。因此 , 在程序化冷冻保存操作中 , 常采取植冰
(又称置核) 的措施以降低整体溶液的过冷程度 ,
避免溶液突然结冰而造成机械损伤。一些研究发
现 , 生物细胞内的成核温度在 - 5 ℃到 - 15 ℃范围
内 (华泽钊、任禾盛 , 1994) 。本研究结果表明 ,






短 , 不利于抗冻液的脱除 , 洗脱时间过长 , 会出现
渗透失衡 , 影响存活率 (田永胜等 , 2003) 。但也
有作者认为 , 洗脱时间对胚胎的存活率并无显著影







成功 (Asahina and Takahashi , 1979 ; Gakhova et al . ,
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1988 ; Olive and Wang , 1997 ; Paniagua and Tiersch ,
2001) , 头索动物的胚胎冷冻保存目前尚无资料报
道 , 而在鱼类中 , 虽已对胚胎冷冻进行了长期广泛
而深入的研究 , 但至今仍未取得突破 ( Hagedorn et
al . , 2004) 。
鱼类胚胎在冷冻保存中所遇到的困难 , 一般认





胚胎和青　鱼的卵母细胞 ( Hagedorn et al . , 2002 ;
Valdez et al . , 2005) , 发现与正常状态相比 , 胚胎
或卵母细胞的体积变化很小 , 这主要是由于鱼类胚
胎膜的通透性很低所致。本研究也对文昌鱼胚胎细
胞膜的通透性进行了初步分析 , 结果表明 : 在抗冻
液 A2 中平衡一定时间后 , 胚胎体积与正常海水中
的胚胎体积相比无显著差异 ( P > 0105) (数据未
列在本文中) , 这初步说明了文昌鱼胚胎可能和鱼
类相似 , 细胞膜的通透性很低。有研究者认为 , 鱼
类胚胎细胞膜的低通透性是其充分适应外界环境的
体现 , 正是由于有这种低通透性膜的存在 , 才能够
适应与内部生理环境有较大差异的外界环境 (海
水) ( Edashige et al1 , 2006) 。而文昌鱼所处的外界
环境与海水鱼类相似 , 因此 , 对外界环境的适应 ,
可能也是其胚胎细胞膜通透性低的主要生理原因。
本研究中 , 在 - 15 ℃冷冻保存的文昌鱼胚胎 ,
有一定的数量可以稳定存活 , 但保存于 - 15 ℃以下
的胚胎仅有一例存活 , 尚未真正跨过 - 5 ℃到








1 粒 , 孵化出膜并发育至两鳃裂时期 , 此幼鱼最终
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